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P O P I S  K R A T I C A  
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CNS Central nervous system 
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BSA Bovine serum albumin 
PDGF Platelet-derived growth factor 
FGF Fibroblast growth factor 
TGF-β Transforming growth factor β 
IGF-BP Insulin-like growth factor-binding 
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1 .  U V O D  
 
1.1.  Zona pod kortikalnom ploĉom  
 
 Tijekom fetalnog razvitka, unutar zida telencefalona ĉovjeka histološki se razlikuju 
prolazni odjeljci, tzv. zone ili slojevi: ventrikularna zona (VZ), subventrikularna zona (SVZ), 
intermedijarna zona (IZ), zona pod ploĉom (eng. subplate zone, SP), kortikalna ploĉa (eng. 
cortical plate, CP) i  marginalna zona (MZ).  
 SP se pojavljuje izmeĊu 7. i 8. tjedna gestacije (t.g.) kao površinski sloj IZ-a, što se 
naziva presubplate slojem (PSP-om).  Od 13. t.g. ubrzano se razvija, a već je od 15. t.g. 
najvoluminoznija tranzijentna zona fetalnog neokortikalnog primordija, što traje kroz cijelo 
srednje fetalno razdoblje, sve do 30. t.g., kada poĉinje postupna involucija SP-a, odnosno 
tranzicija u bijelu tvar. Sadrži brojne neurone razliĉitih morfoloških i molekularnih fenotipova, 
a jedna od uloga mu je da predstavlja mjesto ĉekanja rastućim talamokortikalnim  
aferentima [ ]. Aferentna vlakna iz ACh-reaktivnih jezgara talamusa prolaze kroz unutrašnju i 1
vanjsku kapsulu na svom putu do SP-a [ ], u kojem uspostavljaju privremene sinapse s 2
lokalnim neuronima te ĉekaju i do nekoliko tjedana do konaĉnog urastanja u IV. sloj 
kortikalne ploĉe [ ]. 1
  Do srednjeg fetalnog razdoblja talamokortikalni se aferenti nakupljaju u dubinskom  
SP-u, nakon ĉega se poĉnu premještati u površinski sloj [ ]. IzmeĊu 20. i 24. t.g. površinski je 3
SP bogat talamokortikalnim vlaknima iz kolinergiĉkog bazalnog prednjeg mozga, ali i 
sinapsama i dendritima dobro diferenciranih neurona [ ]. IzmeĊu 24. i 26. t.g. aferentna 4
vlakna poĉinju se premještati u kortikalnu ploĉu, gdje izmeĊu 29. i 32. t.g. stvaraju konaĉne 
sinapse s neuronima IV. sloja kortikalne ploĉe. Period izmeĊu 33. i 35. tjedna gestacije 
karakterizira sinkronizacija obiju hemisfera i postupno nestajanje SP-a [ ], koje se nastavlja 3
kroz rano postnatalno razdoblje [ ]. MeĊutim, mnogi neuroni SP-a prežive i postnatalno te se 1
prije ili kasnije razviju u intersticijske neurone supkortikalne bijele tvari odraslog mozga [ ]. 1
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1. 2.  MeĊustaniĉna tvar  
 
 Dok se u SP-u nalaze brojne sinapse, njegovu glavninu ipak zauzima velik 
izvanstaniĉni prostor ispunjen hidrofilnim ekstracelularnim matriksom (ECM-om).  Svi tipovi 
stanica u tijelu u kontaktu su s ECM-om, kompleksnom i dinamiĉnom mrežom 
makromolekula razliĉitih fizikalnih i biokemijskih svojstava. Relativnom koliĉinom i 
organizacijom tvari njegova se molekularna struktura razlikuje od tkiva do tkiva te 
istovremeno odražava specifiĉnosti stanica prisutnih u tom tkivu [ ]. ECM djeluje kao 5
informacijsko tijelo u smislu da prenosi i integrira unutarstaniĉne signale putem razliĉitih 
staniĉnih receptora. Stanice su pomoću svojih receptora u kontaktu s okolinom te njima 
stupaju u interakciju s ligandima na susjednim stanicama, ali i s molekulama ECM-a. Na taj 
naĉin ECM ima utjecaj na glavne staniĉne programe, ukljuĉujući rast, diferencijaciju, 
migraciju i preživljavanje [ ]. 6
 ECM je graĊen od raznih proteinskih niti, koje meĊusobno povezane ĉine hidratizirani 
gel. Najĉešći su fibrilarni proteini (kolageni), glikoproteini (laminini, fibronektini, tenascini) i 
nekoliko klasa proteoglikana (HSPG, CSPG, DSPG i KSPG). Za razliku od ostalih vezivnih 
tkiva, ECM-u mozga nedostaju fibrilarni proteini; umjesto njih, bogat je glikoproteinima i 
proteoglikanima [ ]. ECM ĉini oko 20% volumena odraslog mozga, a u fetalnom razdoblju 7
njime je najbogatiji upravo SP, što je vidljivo histološki, ali i snimanjem magnetskom 
rezonancijom (MRI-jem, eng. magnetic resonance imaging) [ ]. Postupno nestajanje SP-a 2
takoĊer je uoĉljivo MRI-jem, a odgovara smanjenju koliĉine ECM-a. Takvo smanjenje 
povezuje se s prestankom intenzivnog rasta vlakana i migracije neurona [ ]. 8
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1.3.  Tenascin-C 
 
 TN-C (tenascin citotaktin) matricelularni je glikoprotein iz porodice tenascina, 
prisutne u mnogim ECM-ovima tijela. Poznata su ĉetiri gena koja kodiraju tenascine, dok isti 
nisu naĊeni izvan koljena Chordata – ukljuĉujući TN-C, to su TN-R, TN-X i  
TN-W [ , , ]. Uz TN-R, TN-C jedan je od znaĉajnijih glikoproteina ECM-a središnjeg 9 10 11
živĉanog sustava (CNS-a, eng. central nervous system). Tijekom razvoja CNS-a, isprva ga 
eksprimiraju radijalne glija stanice, a potom glavnim izvorom postaju odreĊene subpopulacije 
nezrelih astrocita [ , , ]. Pokazano je da mnogi faktori rasta, pa ĉak i proupalni citokini, 5 11 12
potiĉu njegovu ekspresiju u tkivu [ , , ]. 7 10 11
 
 
 
Slika 1. A: Prikaz dva heksabrahiona tenascina-C elektronskom mikroskopijom. B: Model heksabrahiona 
tenascina-C. C: Shematski prikaz monomera tenascina-C, graĊenog od heptadnih ponavljanja, 14,5 EGFL 
ponavljanja, 8 nepromjenjivih i do 9 promjenjivih FN-III ponavljanja te od globularne domene. (Preuzeto i 
prilagoĊeno prema Jones i Jones [ ].) 9
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 TN-C je raznovrsna djelovanja, ponekad i potpuno opreĉna, ovisno o kontekstu u 
kojemu se nalazi [ , , , , ]. Upravo tu karakteristiku omogućava mu njegova graĊa. 9 10 11 13 14
Svaki monomer, veliĉine izmeĊu 190 i 300 kDa, graĊen je od nekoliko domena nanizanih 
jedna na drugu: TA (eng. tenascin assembly) domena na proksimalnom kraju, EGFL (eng. 
epidermal growth factor-like) domena, FN-III (eng. fibronectin type III) domena i globularna 
domena na distalnom kraju, nalik C-terminalnim dijelovima β- i γ-lanaca fibrinogena (sl. 1). 
TA domena graĊena je od heptadnih ponavljanja, a služi oligomerizaciji tenascina – u sluĉaju 
tenascina-C, šest monomera tvori simetriĉni heksamer, nazvan heksabrahion [ ]. EGFL 9
domena (oznaĉena TNegf) u ĉovjeka je graĊena od 14,5 ponavljanja EGF-tipa. FN-III 
domena (oznaĉena TNfn) zauzima najveći dio molekule i daje joj svojstvo elastiĉnosti [ ]. 15
GraĊena je od 8 nepromjenjivih ponavljanja (oznaĉenih TNfn1-8) i varijabilnih ponavljanja 
(oznaĉenih TNfnA-D), umetnutih izmeĊu 5. (TNfn5) i 6. (TNfn6) nepromjenjivog 
ponavljanja. Dobro je poznato da su varijabilna ponavljanja tenascina-C podložna 
alternativnom izrezivanju (splicingu) [ , , ]. Rezultat toga su brojni monomeri koji se 9 10 13
razlikuju po broju i strukturi TNfn ponavljanja. Osim toga, TN-C može tvoriti i heterotipske 
heksamere graĊene od dva trimera, od kojih je svaki graĊen od monomera razliĉite  
varijante [ ]. Selekcija odreĊenih splice-varijanti ovisi o proliferativnom stanju stanice, 9
ekstracelularnom pH i o polipeptidnim faktorima rasta [ ]. Ukupan efekt tenascina-C u tkivu 9
rezultat je koliĉine predominantne varijante i njene konformacije [ ]. 12
 Svaka domena, odnosno svako ponavljanje pojedinaĉne domene zaslužno je za 
odreĊenu funkciju tenascina-C. Funkcije ovise o kontekstu, poput prisutnosti drugih molekula 
ECM-a ili vezanja na odreĊen staniĉni receptor. Pokazano je da TN-C ima utjecaj na nekoliko 
bitnih procesa u razvitku CNS-a, poput migracije i proliferacije stanica, usmjeravanja aksona 
te plastiĉnosti sinapsa, a na to ukazuje i njegov vremenski i prostorni obrazac  
ekspresije [ , , , , ]. OdreĊena ponavljanja imaju antagonistiĉke uĉinke, pa njihov 9 10 11 13 14
uĉinak ovisi o tome koja ponavljanja odreĊena splice-varijanta sadrži [ , , ]. Osim 9 16 17
utjecaja na izrastanje neurita te adheziju stanica u ECM-u, TN-C ima sposobnost vezanja 
širokog spektra molekula, ukljuĉujući faktore rasta (PDGF, FGF, TGF-β, IGF-BP, 
neurotrofine), fibronektin, lektikane, fosfakan, neurokan i heparan [ , , , ]. Za 11 17 18 19
njegovu interakciju sa stanicama najznaĉajniji su receptori ĉlanovi integrinske porodice, 
CAM-ovi (eng. cell adhesion molecules) koji pripadaju imunoglobulinskoj natporodici, 
transmembranski CSPG (eng. chondroitin-sulfate proteoglycan) fosfakan te aneksin II [ ]. 9
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 U vrijeme razvitka CNS-a izražaj je ovog proteina jak, dok prema postnatalnom 
periodu opada te je u odraslom CNS-u potpuno stišan. Izuzetak su hipokampus, rubovi 
subventrikularne zone, rostralni migracijski tok [ ] i neurogene zone hipotalamusa [ ], gdje 14 7
se aktivno eksprimira i u odrasloj dobi. Primijećeno je da mu se izražaj privremeno povećava 
za vrijeme ozljeda tkiva [ , , ], prilikom ĉega ga izluĉuju zreli astrociti zahvaljujući 7 11 14
svojoj sposobnosti vraćanja u djelomiĉno nezreo molekularni profil [ ]. OdreĊena 11
istraživanja ukazuju na to da je on jedan od kljuĉnih proteina u inhibiciji regeneracije aksona 
nakon ozljede CNS-a [ ]. Osim u ozljeda, povećan izražaj primijećen je u mnogim 20
patološkim stanjima, poput raznih infekcija i upala, tijekom tumorigeneze [ , ] te u raznih 10 13
neurodegenerativnih bolesti [ ]. 11
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1.4 .  Cilj istraživanja  
 
1.4.1. Opći cilj istraživanja 
 
 Opći je cilj rada primjenom indirektne imunohistokemijske metode dokazati izražaj, 
ali i promjenu raspodjele izražaja tenascina-C u medijalnom zidu telencefalona ĉovjeka, i to 
prvenstveno u SP-u, tijekom prenatalnog razvoja mozga. 
 
1.4.2. Specifiĉni ciljevi istraživanja 
 
1. Utvrditi vremenski obrazac izražaja tenascina-C u SP-u, tj. kada poĉinje njegov izražaj, 
kada postiže najvišu toĉku i kada prestaje. 
2. Utvrditi prostorni obrazac izražaja tenascina-C u odnosu na druge strukture, zone ili 
slojeve u kojima se eksprimira. 
3. Utvrditi moguću morfogenetsku ulogu temeljem obrasca njegova izražaja tijekom 
pojedinih razvojnih perioda, napose u procesima razvitka kortikalnih putova u ĉovjeka. 
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2 .   M A T E R I J A L I  I  M E T O D E  
 
2.1.  Materijali  
 
2.1.1. Moždano tkivo 
 U ovom radu korišteno je postmortalno tkivo fetalnih ljudskih mozgova, dobiveno 
obvezatnim obdukcijama na Klinici za ženske bolesti i porode, sukladno odobrenju Etiĉkog 
povjerenstva Medicinskog fakulteta u Zagrebu, Helsinškom deklaracijom i pravnim propisima 
iz 1984. i 1996. godine. Odabrani su sluĉajevi bez makroskopski ili mikroskopski vidljivih 
neuropatoloških promjena, kao i bez prethodno utvrĊenih indikacija neuroloških poremećaja. 
Procjena starosti fetusa, od 12. do 40. tjedna gestacije, uĉinjena je na temelju duljine glava-
zadak te anamnestiĉkih i ginekoloških podataka o trudnoći. Ukupan broj analiziranih uzoraka 
je 24 (tablica 1). 
 
2.1.2. Protutijela za imunohistokemijsko bojenje 
 U ovom radu korišteno je IgG primarno protutijelo protiv humanog tenascina-C, 
proizvedeno u miša (Mouse Anti-Tenascin-C, Abcam, Belgija). TakoĊer je korišteno i 
sekundarno biotinilirano protutijelo, kao i avidin-biotin kompleks s peroksidazom iz hrena (iz 
Vectastain ABC kita, proizvoĊaĉa Vector Laboratories, Burlingame, SAD). 
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Tablica 1. Podaci o uzorcima moždanog tkiva korištenog u ovom radu.  
Crtica (-) oznaĉava da podaci nisu dostupni. 
Starost fetusa 
(/tjedni gestacije) 
Spol 
Uzrok smrti 
(kliniĉki i/ili patoanatomski nalaz) 
Rano fetalno razdoblje (10 – 19 tjedana gestacije) 
12 - - 
16 Ž - 
18 - Graviditas tubaria let. sin. 
18 M - 
19/20 M - 
Srednje fetalno razdoblje (20 – 29 tjedana gestacije) 
20 - 
Inducirani pobaĉaj zbog dijabetesa 
majke, kardio-respiratorna insuficijencija 
20 M Pobaĉaj, sindrom Down 
20 M Chorioamnionitis acuta 
21/22 Ž Abortus incompletus 
22 Ž Chorioamnionitis 
22 - Chorioamnionitis acuta 
22 - Prematuritet 
22 Ž - 
22/23 Ž - 
22/23 Ž Spontani abortus 
22/23 - - 
24 M Chorioamnionitis gemini 
25 Ž - 
26/27 Ž Placenta defecta 
28 M - 
29 M - 
Kasno fetalno razdoblje (30 – 40 tjedana gestacije) 
33 - Atresia laryngis 
35 - Abruptio placentae 
40 Ž Abruptio placentae 
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2.2.  Metode 
 
2.2.1. Priprema tkiva 
 Moždano tkivo fiksirano je imerzijom u 4%-tnu otopinu paraformaldehida puferiranu 
fosfatnim solima tijekom 48 sati. Nakon uklapanja u parafin, moždano je tkivo rezano kliznim 
mikrotomom na rezove debljine 20 μm u koronarnoj, horizontalnoj ili sagitalnoj ravnini. 
Rezovi su montirani na silanizirana predmetna stakalca te su potom podvrgnuti procesu 
histokemijskog ili imunohistokemijskog bojenja. Susjedni rezovi bojani su naizmjeniĉno 
krezil-violetom po Nisslu i imunohistokemijskom metodom za prikaz izražaja tenascina-C. 
 
2.2.2. Imunohistokemijska metoda prikaza izražaja tenascina-C 
 U prvom koraku pripreme uzorka rezovi su deparafinirani serijom ispiranja ksilolom i 
etanolom u nizu padajuće koncentracije (apsolutni etanol, 96%-tni etanol i 70%-tni etanol). 
Potom su ispirani PBS-om (eng. phosphate buffered saline, pH = 7,4) i kuhani u citratnom 
puferu (pH = 6,0). 
 Nakon toga je uslijedio predtretman rezova, prilikom ĉega su tretirani 0,3%-tnim 
vodikovim peroksidom s omjerom metanola i redestilirane vode 3 : 1, ispirani 10 minuta 
PBS-om i uronjeni na 2 sata u otopinu za blokiranje, koja sadrži 3%-tnu otopinu BSA (eng. 
bovine serum albumin) i 0,5%-tni Triton/PBS. To se odvijalo pri sobnoj temperaturi kako bi 
se kemijski inhibirala i sprijeĉila moguća endogena biotinska ili peroksidazna aktivnost, koja 
bi zbog nespecifiĉnog vezanja protutijela mogla dati lažno pozitivan rezultat. 
 Uzorci su se potom inkubirali u PBS-u s primarnim protutijelom (mišji anti-tenascin-C, 
Abcam; prepoznaje tenascin-C) u omjeru 1 : 1000. Nakon inkubacije od 18 sati pri 4°C 
ponovno su se ispirali PBS-om. Nakon toga, inkubirali su se sa sekundarnim protutijelom 
razrijeĊenim u otopini za blokiranje u omjeru 1 : 200, i to 1 sat pri sobnoj temperaturi. Rezovi 
su se potom ponovno inkubirali s kompleksom streptavidina i peroksidaze (iz Vectastain ABC 
kita, proizvoĊaĉa Vector Laboratories, Burlingame, SAD), koji je upotrijebljen prema 
uputama proizvoĊaĉa. Nakon inkubacije u trajanju jednog sata pri sobnoj temperaturi 
uslijedilo je ispiranje PBS-om tri puta po 10 minuta. Aktivnost peroksidaze vizualizira se 
korištenjem DAB-a (Ni-3,3-diaminobenzidina; proizvoĊaĉa Sigma). Rezovi su se potom 
ispirali u nizu rastuće koncentracije etanola i ksilola, nakon ĉega su držani dva puta po 10 
minuta u Histoclearu, histološkom agensu za ĉišćenje (proizvoĊaĉa National Diagnostics). 
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Rezovima je potom dodan Histomount (proizvoĊaĉa National Diagnostics), nakon ĉega su 
pokriveni pokrovnicom. 
 Negativne kontrole bile su ukljuĉene u sve imunohistokemijske eksperimente – 
zamjenom primarnog protutijela otopinom za blokiranje, izostavljanjem sekundarnog 
protutijela ili njegovom zamjenom neprikladnim protutijelom. U kontrolnim rezovima nije 
naĊena imunološka aktivnost. 
 
2.2.3. Bojenje metodom po Nisslu 
 Za razaznavanje citoarhitektonskih granica zona, slojeva i staniĉnih odjeljaka 
telencefalona, susjedni rezovi onih bojanih imunohistokemijski obojeni su metodom po 
Nisslu. 
 Nakon postupka deparafinizacije (opisanog prethodno) uzorci su se tretirali, ovisno o 
preparatu, 3 do 4 minute 0,5%-tnom otopinom krezil-violeta, razrijeĊenoj u vodi u omjeru 1 : 
4. Potom su ispirani destiliranom vodom, a nakon toga 70%-tnim etanolom. Zatim su uzorci 
isprani u kiselom alkoholu (70%-tni etanol s nekoliko kapi 10%-tne octene kiseline). Preparati 
su potom isprani u 70%-tnom i 97%-tnom etanolu te proĉišćeni u 100%-tnom etanolu i 
ksilolu. Nakon što su se preparati posušili, dodan je Histomount te su prekriveni pokrovnicom. 
 
2.2.4. Svjetlosna mikroskopija 
 Kvalitativna analiza obojanih rezova uĉinjena je svjetlosnim mikroskopom Olympus 
Provis AX70, a fotografije su napravljene digitalnom kamerom DXM1200, u programu Nikon 
ACT-1. Intenzitet izražaja semikvanitificiran je u skalu od 0 do 3, gdje 0 oznaĉava da nema 
ekspresije, 1 da je ekspresija slaba, 2 da je ekspresija umjerena, a 3 da je ekspresija jaka 
intenziteta. 
 Zbog lošije kvalitete preparata, u radu su prikazane samo reprezentativne fotografije 
frontalnih rezova moždanog tkiva, dok nisu prikazane fotografije centralnih i parijetalnih 
rezova. 
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3 .  R E Z U L T A T I  
 
 Prenatalni razvitak ĉovjeka obuhvaća embrionalni i fetalni period. Fetalni period u 
ĉovjeka poĉinje devetim tjednom gestacije, a u normalnoj trudnoći završava periodom izmeĊu 
38. i 42. t.g. Fetalni razvojni period podijelili smo u 3 razvojna razdoblja – rano fetalno (od 10. 
do 19. t.g.), srednje fetalno (od 20. do 29. t.g.) i kasno fetalno razdoblje (od 30. do 40. t.g.). 
 
3.1.  Izražaj  tenascina-C u subplate  zoni medijalnog zida telencefalona  
 
3.1.1. Izražaj tenascina-C u subplate zoni medijalnog zida telencefalona tijekom 
ranog fetalnog razdoblja (10. – 19. t.g.) 
 
 U ranom fetalnom razdoblju prvi se puta pojavljuje SP kao vidljiva zona izmeĊu CP-a 
i IZ-a. Isprva je slabo razluĉiv te se naziva PSP-om, a od 13. t.g. zapoĉinje njegova ubrzana 
ekspanzija, koja se nastavlja do srednjeg fetalnog razdoblja. 
 U najranijem ispitivanom razdoblju (12 t.g.) u medijalnom zidu telencefalona 
imunoreaktivnost tenascina-C nije uoĉljiva u presubplate zoni (PSP-u), dok je slaba 
intenziteta uoĉljiva u IZ-u. Nakon 12. t.g. SP postaje jasno razluĉiv, a prema ekspresiji 
tenascina-C može se podijeliti u dubinski podsloj, bliži IZ-u, i površinski podsloj, bliži CP-u. 
 Znaĉajniji izražaj, ujedno i najjaĉi tijekom fetalnog razdoblja, javlja se u 16. t.g. u 
frontalnom dijelu telencefalona. Odgovara jakoj imunoreaktivnosti vidljivoj u IZ-u i 
dubinskom podsloju SP-a te slaboj imunoreaktivnosti u CP-u. U površinskom SP-u ne dolazi 
do izražaja. Ovakav izražaj kontinuiran je duž cijelog medijalnog zida (sl. 2). U ovom periodu 
takoĊer je uoĉljiv radijalan obrazac izražaja. 
 U 18. i 19. tjednu u frontalnom je i centralnom dijelu medijalnog zida telencefalona 
izražaj u dubinskom SP-u slab, dok ga parijetalno nema. U površinskom SP-u nema izražaja. 
U IZ-u je izražaj u frontalnom i parijetalnom dijelu telencefalona umjerena intenziteta, dok je 
centralno slaba. Tijekom cijelog ranog fetalnog razdoblja izražaj je u CP-u slab i 
neravnomjeran. 
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Slika 2. Koronarni presjek kroz frontalni dio fetalnog telencefalona u gestacijskoj dobi od 16 tjedana, obojen 
metodom po Nisslu (A, C) i imunohistokemijski za izražaj tenascina-C (B, D). Kvadrat (A) prikazuje podruĉje iz 
kojeg su uzete uvećane fotografije. U dubinskom SP-u vidljiv je jak izražaj, dok u površinskom ne dolazi do 
izražaja; IZ pokazuje jaku imunoreaktivnost (D). Ovo je ujedno razdoblje najjaĉeg izražaja i u SP-u i u IZ-u. 
Iscrtkane linije (D) predstavljaju granice SP-a. MZ – marginalna zona, CP – kortikalna ploĉa, SP – subplate zona, 
IZ – intermedijarna zona. Mjerna skala (C, D) – 500 μm. 
 
Slika 3. Koronarni presjek kroz frontalni dio fetalnog telencefalona u gestacijskoj dobi od 22 tjedna, obojen 
metodom po Nisslu (A, C) i imunohistokemijski za izražaj tenascina-C (B, D). Kvadrat (A) prikazuje podruĉje iz 
kojeg su uzete uvećane fotografije. U ovom razdoblju u frontalnom dijelu telencefalona nestaje ekspresija iz 
dubinskog SP-a, dok je u IZ-u vidljiva umjerena intenziteta (D). Na slici (D) tamnije mrlje nastale su kao 
artefakti tijekom izrade preparata. MZ – marginalna zona, CP – kortikalna ploĉa, SP – subplate zona,  
IZ – intermedijarna zona. Mjerna skala (C, D) – 500 μm. 
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3.1.2. Izražaj tenascina-C u subplate zoni medijalnog zida telencefalona tijekom 
srednjeg fetalnog razdoblja (20. – 29. t.g.) 
 
 Tijekom srednjeg fetalnog razdoblja SP je na vrhuncu svog razvoja. U dorzalnoj i 
lateralnoj stijenci velikog je obujma, i do nekoliko puta deblji od same kortikalne ploĉe, dok 
je u medijalnom zidu manji no drugdje. Pri samom kraju razdoblja dolazi do njegova 
postupna smanjivanja, što se nastavlja i kroz kasno fetalno razdoblje. 
 U periodu od 20. do 24. t.g. u frontalnim rezovima izražaj tenascina-C u dubinskom 
SP-u ili nije uoĉljiv ili je vrlo slaba intenziteta, dok je centralno slaba intenziteta, ali jasno 
vidljiv (sl. 3). U 20. i 22. t.g. izražaj je u IZ-u frontalnih rezova slab, dok je u centralnim 
rezovima umjerena intenziteta. Od 22. t.g. imunoreaktivnost je jaĉa i u IZ-u i u CP-u, te 
postaje umjerena intenziteta. Takav intenzitet zadržava se do kraja srednjeg fetalnog razdoblja. 
 Od 25. t.g. pa do kraja srednjeg fetalnog razdoblja izražaj je u dubinskom sloju SP-a 
slab, bez uoĉljivih frontalno-okcipitalnih razlika (sl. 4). 
 
 
 
 
Slika 4. Koronarni presjek kroz frontalni dio fetalnog telencefalona u gestacijskoj dobi od 28 tjedana, obojen 
metodom po Nisslu (A, C) i imunohistokemijski za izražaj tenascina-C (B, D). Kvadrat (A) prikazuje podruĉje iz 
kojeg su uzete uvećane fotografije. U dubinskom SP-u vidljiv je slab izražaj tenascina-C, dok ga u površinskom 
podsloju nema (D). Tamnije mrlje (C, D) nastale su kao artefakti prilikom izrade preparata. MZ – marginalna 
zona, CP – kortikalna ploĉa, SP – subplate zona, IZ – intermedijarna zona. Mjerna skala (C, D) – 500 μm. 
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3.1.3. Izražaj tenascina-C u subplate zoni medijalnog zida telencefalona tijekom 
kasnog fetalnog razdoblja (30. – 40. t.g.) 
 
 U kasnom se fetalnom razdoblju SP naglo smanjuje. Ispod sulkusa vidljiv je u obliku 
uska sloja, dok je još uvijek nešto širi u bregovima girusa. Izražaj je tenascina-C u SP-u 
jednak tijekom cijelog razdoblja: u bregovima girusa izražaj je slab, a SP nije moguće 
razluĉiti u podslojeve; to je moguće u podruĉju ispod sulkusa, gdje u površinskom sloju nema 
izražaja, a u dubinskom postoji slab izražaj (sl. 5). TakoĊer je vidljiv anteriorno-posteriorni 
gradijent izražaja, gdje je u frontalnijim dijelovima telencefalona jasno vidljiv slab do 
umjeren izražaj, dok ga posteriorno uopće nema. Izražaj u IZ-u slaba je intenziteta u 
frontalnim rezovima, a umjerena u centralnim; parijetalno ne dolazi do ekspresije. Intenzitet u 
centralnom dijelu slabi prema kraju kasnog fetalnog razdoblja, kada je slaba intenziteta. 
Izražaj u CP-u kroz cijelo je razdoblje slaba intenziteta frontalno i centralno, dok parijetalno 
ne dolazi do ekspresije. 
 
 
 
 
Slika 5. Koronarni presjek kroz frontalni dio fetalnog telencefalona u gestacijskoj dobi od 33 tjedna, obojen 
metodom po Nisslu (A, C) i imunohistokemijski za izražaj tenascina-C (B, D). Kvadratić (A) prikazuje podruĉje 
ispod cingulatnog sulkusa, iz kojeg su uzete uvećane fotografije. U površinskom SP-u nema izražaja, dok je u 
dubinskom slab (D). Iscrtkane linije (D) predstavljaju granice SP-a. MZ – marginalna zona, CP – kortikalna 
ploĉa, SP – subplate zona. Mjerna skala (C, D) – 500 μm. 
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3.2.  Promjene raspodjele i intenziteta tenascina -C u medijalnom zidu 
fetalnog telencefalona  
 
 Kortikalna ploĉa (CP) od 16. do 22. t.g. pokazuje slabu imunoreaktivnost, a tijekom 22. 
tjedna dolazi do porasta u intenzitetu. Umjeren intenzitet zadržava se sve do poĉetka kasnog 
fetalnog razdoblja. Ulaskom u kasno fetalno razdoblje intenzitet izražaja opada i ostaje slab 
do zadnjeg promatranog razdoblja (40 t.g.). 
 U subplate zoni (SP-u) od poĉetka fetalnog razdoblja pa do 40. vidljiva je 
sublaminacija na dva podsloja – površinski, bliži kortikalnoj ploĉi, koji ne pokazuje 
imunoreaktivnost na TN-C, i dubinski, bliži intermedijarnoj zoni, u kojem je vidljiva 
imunoreaktivnost. U frontalnim rezovima najjaĉa je ekspresija u 16. t.g., potom kroz 18. i 19. 
tjedan slabi te je u razdoblju od 20. do 24. tjedna sporadiĉno ili vrlo slaba intenziteta ili je 
nema. U 25. t.g. ponovno se javlja slaba ekspresija te se takvom održava do zadnjeg 
promatranog razdoblja (40. t.g.). 
 U centralnim rezovima izražaj je slaba intenziteta tijekom ranog i srednjeg fetalnog 
razdoblja, dok je u kasnom umjerena. U parijetalnim rezovima izražaj je prvi puta uoĉen u 25. 
t.g., i to slaba intenziteta. Za razdoblje 20. – 24. t.g. i 26. – 30. t.g. nažalost nemamo podatke. 
U kasnom fetalnom razdoblju ponovno nestaje ekspresija u parijetalnim rezovima. 
 Intermedijarna zona (IZ) najranije pokazuje ekspresiju tenascina-C, i to već u 12. t.g. 
U frontalnim je rezovima najjaĉa ekspresija u 16. t.g. Intenzitet je u 18. i 19. tjednu umjeren, 
dok je od 20. do 22. slab. Intenzitet se ponovno pojaĉava u 22. t.g. te ostaje umjeren do kraja 
srednjeg fetalnog razdoblja. Tijekom cijelog kasnog razdoblja je slab. 
 U centralnim rezovima izražaj dostiže vrhunac, tj. umjeren intenzitet, 2 tjedna ranije 
no u frontalnima (u 20. t.g.), te se takvim zadržava do 35. t.g., nakon ĉega postaje slab. Ĉini se 
da izražaj u parijetalnom dijelu prati obrazac onog u frontalnom. Razlika je što već samim 
poĉetkom kasnog fetalnog razdoblja (30. t.g.) izražaj u ovoj regiji nestaje. Nažalost nedostaju 
podaci za razdoblje od 20. do 24. t.g. 
 U intermedijarnoj zoni, ispod cingulatnog girusa, uz corpus callosum vidljiv je 
cingulum, u kojemu tijekom cijelog fetalnog razvitka nije zabilježen izražaj tenascina-C. 
 Izražaj tenascina-C kroz fetalne zone u razdoblju od 12. do 40. t.g. prikazan je  
slikom 6. 
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Slika 6. Grafiĉki prikaz promjene raspodjele imunoreaktivnosti tenascina-C u kortikalnoj ploĉi (CP) (A), 
dubinskom podsloju subplate zone (dubinski SP) (B) i intermedijarnoj zoni (IZ) (C). Površinski podsloj subplate 
zone nije prikazan jer u njemu u medijalnom zidu nije zabilježen izražaj. Horizontalna os prikazuje tjedne 
gestacije (t.g.), dok vertikalna prikazuje semikvantifikaciju intenziteta izražaja u pojedinom sloju (0 – nema 
izražaja, 1 – slab izražaj, 2 – umjeren izražaj, 3 – jak izražaj). Pojedine linije unutar svakog grafikona 
predstavljaju podatke za frontalne, centralne, odnosno parijetalne rezove. Mjesta na kojima je linija prekinuta 
predstavljaju nedostatak podataka za tu regiju. 
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4 .  R A S P R A V A  
 
 Ovo istraživanje opisuje izražaj proteoglikana tenascina-C u subplate zoni (SP-u) 
medijalnog zida fetalnog telencefalona ĉovjeka u razdoblju 12. – 40. t.g. primjenom 
indirektne imunohistokemijske metode na postmortalnom moždanom tkivu. Rezultati su 
pokazali da se izražaj mijenja u ovisnosti o vremenu i lokaciji tijekom pojedinih perioda 
fetalnog razvitka. Prema našim saznanjima, ovim je radom prvi puta opisan obrazac izražaja 
tenascina-C u navedenoj regiji fetalnog telencefalona ĉovjeka. 
 Dosadašnja su istraživanja izražaja i uloge tenascina-C uglavnom ili ograniĉena na 
glodavce ili su raĊena in vitro, što nije uvijek direktno primjenjivo na humane materijale. 
Pokazano je da TN-C ima brojne uloge tijekom razvitka CNS-a, ĉesto i suprotne – utjeĉe na 
polarizaciju neurita, potiĉe ili inhibira njihovo izrastanje te potiĉe ili inhibira adheziju i 
migraciju neurona. Njegove funkcije proizlaze iz interakcije razliĉitih splice-varijanti s 
okolišem u kojemu se nalaze, tj. o vezanju na razliĉite komponente ECM-a ili staniĉne 
receptore [ , ]. 9 22
 Rezultati ovog rada pokazuju da je u fetalnom razvitku medijalnog zida telencefalona 
ekspresija tenascina-C ograniĉena iskljuĉivo na dubinski podsloj SP-a, što  se razlikuje od 
izražaja u dorzolateralnom zidu, gdje je izražaj kolokaliziran s urastajućim aferentnim 
talamokortikalnim vlaknima: u ranom se fetalnom razdoblju nalazi u dubinskom SP-u, do 22. 
i 23. t.g. premješta se u središnji dio SP-a, a potom u površinski dio, gdje se zadržava do 28. 
t.g., nakon ĉega nije opažena ekspresija [ ]. U limbiĉkom korteksu, ukljuĉujući cingulatni 23
girus, aferenti iz talamusa i bazalnog telencefalona, kao i ostali limbiĉki putovi, razvijaju se 
relativno rano (već od 13. t.g.) te su već dobro razvijeni i definirani krajem ranog fetalnog 
razdoblja (18. t.g.) [ ]. Za pretpostaviti je da ekspresija tenascina-C, koja u tom ranom 24
razdoblju nije uoĉena u SP-u, ne igra ulogu u usmjeravanju rastućih aksona, kao što je to 
sluĉaj u dorzolateralnom zidu. 
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 Na modelu glodavaca pokazano je da postoje dvije faze u ekspresiji tenascina-C – 
isprva ga eksprimiraju prekursorske stanice neurona i radijalne glija stanice unutar 
ventrikularne zone, a potom ga eksprimiraju astrociti, koji nastaju transformacijom samih 
radijalnih glija [ ]. To je usporedivo s rezultatima na humanim materijalima [ , ]. 25 26 27
Radijalne glija stanice jedne su od prvih stanica koje se diferenciraju tijekom razvitka CNS-a 
ĉovjeka, a služe usmjeravanju novonastalih i migrirajućih nezrelih neurona. Oko 19. t.g., kad 
je glavnina migracije neurona završena, poĉinju se transformirati u GFAP (eng. glial fibrillary 
acidic protein) pozitivne astrocite. Iako su prvi astrociti u cerebrumu pronaĊeni već u  
8 t.g. [ ], prijelaz radijalnih glija stanica u astrocite u CP-u i IZ-u otpoĉinje tek u 20. t.g. [ ]. 28 27
To je moguće povezati s našim rezultatima, prema kojima intenzitet izražaja tenascina-C u IZ-
u centralnog dijela telencefalona raste oko 20. t.g., a u IZ-u frontalnog dijela te u CP-u raste 
oko 22. t.g. 
 Prekursorske se stanice astrocita u SP-u i IZ-u javljaju od 19. t.g. U 23. tjednu 
nakupljaju se u SP-u lateralne stijenke telencefalona [ ], što odgovara i maksimalnom 26
intenzitetu ekspresije tenascina-C u toj regiji [ ]. U tom razdoblju u IZ-u prelaze u nezrele 23
astrocite, dok se to u SP-u dogaĊa nešto kasnije. U oba se ova sloja astrociti zadržavaju 
tijekom razvitka, gdje proliferiraju i dalje dozrijevaju [ ]. In vitro rezultati pokazuju to da 26
TN-C djeluje autokrino, a ima kljuĉnu ulogu u održavanju pravilne staniĉne morfologije i 
proliferacije astrocita [ , ], što potvrĊuju i rezultati in vivo na miševima [ ]. 29 30 7
 Pokazano je da TN-C izluĉuju i prekursorske stanice oligodendrocita te da pritom 
djeluje autokrino na njihovu proliferaciju i održavanje [ ]. Na temelju poznatih podataka ne 31
dolazi do kolokalizacije njegova izražaja i oligodendrocitskih prekursora, na ĉiju proliferaciju 
takoĊer djeluju i drugi faktori astrocita [ ]. MeĊutim, ne postoje podaci o preciznoj 32
distribuciji oligodendrocita u medijalnom zidu. 
 Pojava je astrocita u glodavaca povezana s mijelinizacijom [ ], što je moguće 26
povezati i u ĉovjeka jer vrijeme proliferacije i diferencijacije astrocita (tj. od II. tromjeseĉja 
nadalje) odgovara vremenu poĉetka mijelinizacije. Moguće je da konstantan izražaj tenascina-
C u IZ-u medijalnog zida ima ulogu u poticanju proliferacije i regulaciji aktivnosti 
oligodendrocita u mijelinizaciji živĉanih snopova, što takoĊer treba preciznije istražiti. 
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 Matricelularni glikoprotein tenascin-R (TN-R), srodan tenascinu-C, takoĊer nalazimo 
u CNS-u tijekom razvitka. Kao i TN-C, TN-R ima razne, ponekad i opreĉne funkcije [ , ]. 9 33
Izluĉuju ga prekursori oligodendrocita i zreli oligodendrociti, iako postoji mogućnost da ga 
izluĉuju i sami migrirajući neuroni tijekom razvitka korteksa. TN-R se pojavljuje u humanom 
telencefalonu ranije od tenascina-C, prilikom ĉega isprva vjerojatno djeluje kao signal za 
migraciju, a potom se širi na cijelu širinu korteksa [ ], te se smatra da ga izluĉuju 33
oligodendrociti za vrijeme mijelinizacije [ ]. Dok se njegov izražaj djelomiĉno preklapa s 9
izražajem tenascina-C pokazanom u ovom radu, u okviru rezultata ovog istraživanja ne 
vidimo povezanost izražaja ovih dvaju glikoproteina. 
 IzmeĊu 23. i 29. t.g. odreĊeni neuroni dubinskog sloja SP-a projiciraju svoje aksone u 
corpus callosum [ ], od kojih dio dospijeva do kontralateralne hemisfere [ ], iako oni ne 34 35
igraju pionirsku ulogu u stvaranju interhemisfernih putova. Otprilike u istom razdoblju 
zabilježen je porast u izražaju tenascina-C u dubinskom SP-u (frontalno, oko 24. t.g.) i u IZ-u 
(frontalno, oko 22. t.g.) te je moguće da igra ulogu u njihovu usmjeravanju. 
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5 .  Z A K L J U Ĉ A K  
 
 UtvrĊen je vremenski i prostorni obrazac izražaja tenascina-C u subplate zoni tijekom 
fetalnog razvoja telencefalona ĉovjeka. Vidljive su razlike izmeĊu frontalnih, centralnih i 
parijetalnih regija, no odreĊene su znaĉajke zajedniĉke – izražaj poĉinje 16. tjednom gestacije 
(t.g.) i uvijek je ograniĉen na dubinski podsloj subplate zone. U frontalnim je rezovima u 16. 
t.g. najjaĉi intenzitet izražaja, nakon ĉega slabi prema 20. tjednu. U razdoblju do 24. t.g. 
izražaj nije vidljiv, a u 25. t.g. ponovno se javlja i zadržava do kraja fetalnog razdoblja. U 
centralnim rezovima tijekom ranog i srednjeg fetalnog razdoblja vidljiv je slab izražaj, a u 
kasnom razdoblju umjeren. Za parijetalnu regiju u odreĊenim razdobljima nema podataka, no 
vidljivo je da izražaj postoji u 25. t.g., a nestaje u kasnom fetalnom razdoblju. Ovakav 
obrazac nije moguće povezati s urastanjem aferenata iz talamusa i bazalnog telencefalona, već 
pretpostavljamo ulogu tenascina-C u sazrijevanju astrocita i oligodendrocita, u mijelinizaciji 
ili u rastu neurona koji projiciraju svoja vlakna u corpus callosum. Sve ove pretpostavke 
potrebno je zbog nedostatka konkretnijih podataka dodatno istražiti. 
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